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MicroRNA-145在肾癌中的临床意义及其分子机制探讨 *
莫 仁 彭景涛 马 坚 张长存 阮 渊 刘永超 周立斌 尹冰德 凡 杰△

（上海交通大学附属第一人民医院泌尿外科 上海 200080）

摘要 目的：探讨 miRNA-145在肾癌中的临床意义及其分子机制。方法：通过实时定量 PCR检测和比较 16例肾癌患者的肿瘤组
织及癌旁正常肾组织中 miRNA-145的表达，并分析 miRNA-145的表达水平与肾癌患者病理特征及临床分级的相关性。进一步采
用实时定量 PCR检测和比较肾癌细胞株 786-O、769P及正常肾细胞株 HK2中 miRNA-145表达量，通过转染 miRNA-145 mimics

和阴性对照 miRNA至 769P、786-O肾癌细胞株后观察癌基因(bcl-2、e2f3、cdk6、ccnd1)mRNA的表达。结果：肾癌组织中 miRNA-
145的表达显著低于癌旁正常肾组织 (P<0.05)，且与肾癌的直径、病理核分级及临床分级呈显著负相关 (P<0.05)。肾癌细胞株
769P、786-O中 miRNA-145的表达显著低于正常 HK-2肾细胞(P<0.05)，而转染 miRNA-145 mimics的 769P、786-O细胞中多个癌
基因(bcl-2、e2f3、cdk6、ccnd1)的 mRNA表达均较阴性对照组显著降低(P<0.05)。结论：MiRNA-145在肾癌中呈低表达，可能通过
调控多个癌基因的表达在肾癌的发生发展过程中发挥重要的作用。
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Clinical Significance and Molecular Mechanism of MicroRNA-145
in Renal Cell Carcinoma*

To investigate the clinical significance and molecular mechanism of miRNA-145 in renal cell carcinoma
(RCC). Quantitative real time PCR was used to examine and compare the miRNA-145 expression in 16 cases of RCC and adja-
cent normal renal tissues, and further in RCC cell lines 786-O, 769P and normal HK2 cell lines. The correlation of miRNA-145 expres-
sion with clinicopathological charateristics and clinical grading were analyzed. After being transfected with the miRNA-145 mimics, the
expression levels of multiple oncogenes (bcl-2, e2f3, cdk6, ccnd1) in RCC cell lines 786-O, 769P and normal HK2 cell line were exam-
ined by QRT-PCR. The miRNA-145 expression was downregulated in RCC tissue in comparison with that in the normal renal
tissue (P<0.05), which was negatively correlated with the diameter, pathological nuclear grading and clinical grading of RCC(P<0.05).
The miRNA-145 expression was significantly lower in RCC cell lines 786-O, 769P than that in the normal HK2 cell line (P<0.05). The
overexpression of miRNA-145 in 786-O, 769P cells significantly decreased the mRNA expression of multiple oncogenes (bcl-2, e2f3,
cdk6, ccnd1) (P<0.05). MiRNA-145 was downregulated in RCC, and may play an important role in the renal carcinogenesis
through regulating multiple oncogenes.
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前言

肾癌占成人恶性肿瘤的 3%-5%，其发病率近年呈逐年上

升趋势[1]。由于肾癌的早期临床特征不明显，约 30%患者在明确

诊断时已发生远处转移，30%局限性肾癌在进行肾脏切除后还
会复发和远处转移[2]。此外，肾癌是对传统化疗药物“先天性”不

敏感的一类肿瘤[3]，靶向药物治疗虽然具有一定的临床疗效，但

是很少能达到完全缓解，且治疗 6~15月后患者会产生耐药[4]。

miRNA 是一簇长约 22 nt的小分子非编码单链 RNA，能

与靶基因 mRNA的 3'-UTR互补结合，通过促进靶 mRNA 降

解，在转录后水平抑制靶基因表达，参与调控细胞周期、细胞生

长、凋亡、分化和应激反应等一系列生物过程[5]。miRNA的表达

异常与肿瘤发生、发展和转移密切相关。miRNA-145作为抑癌
基因，可抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移[6]。目前，已有研究证

实 miRNA-145在多种肿瘤中表达下调，包括前列腺癌、膀胱

癌、结肠癌、卵巢癌、食管癌等 [7-11]。最近，有研究报道 miR-
NA-145在肾癌中的表达下调，并与肾癌术后早期复发密切相

关[12,13]。本研究旨在进一步探讨 miRNA-145在肾癌发生发展中
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的潜在分子机制，从而为肾癌新的诊断和治疗策略提供一定的

理论依据。

1 材料与方法

1.1 病例及组织标本的收集与保存
2012年 8 月至 2013 年 8 月于上海交通大学附属第一人

民医院收集的 16例肾癌根治术、肾癌部分切除术后的肾癌组

织及同一患者的正常肾组织。每一例肾癌组织均经上海市第一

人民医院病理科同一医生进行病理诊断、分期及核分级分析。

同时收集患者的年龄、性别、手术方式、肿瘤大小等相关临床资

料。标本的收集经伦理委员会认可。标本收集后采用冻存管保

存于液氮中直至 RNA提取。
1.2 RNA的提取及 cDNA的合成

组织 RNA的提取及 cDNA的合成：将液氮保存的约 0.2 g

组织使用冰冻切片机切至 10 滋m薄片，再用匀浆机匀浆。采用
mir-VANA miRNA Isolation Kit(Ambion，Austin，TX)试剂盒处

理总 RNA，使用 TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Ambion) 试剂盒将 l0 ng纯化的 RNA特异性逆转录 miR-145

及内参 U6 snRNA相对应的 cDNA，反应体系为 15 滋L，包含
master mix 7 滋L、特异性逆转录引物 primer 3 滋L及总 RNA模

板 5 滋L。所逆转的 cDNA即时进行 Real-time PCR检测。

细胞 RNA的提取及 cDNA的合成：采用 Trizol(Invitrogen)

法提取细胞的总 RNA，1%琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA的纯度，

同时分光光度计在 260 nm处测量 RNA的浓度。
1.3 细胞培养

人肾癌细胞株 786-O来自中国科学院上海细胞研究所细
胞库，769P 细胞株购自美国 ATCC。首先 37 ℃ 水浴复苏
786-O、769P细胞，然后接种于 10 cm培养皿中，两种细胞培养

均使用含 10%胎牛血清的 RPMI-1640培养基(hyclone)，细胞培

养在 37 ℃，饱和湿度 5% CO2的培养箱中。细胞传代时，用

0.25％胰蛋白酶（含有 0.02%的 EDTA）消化贴壁细胞，将培养

皿置入培养箱中孵育 1分钟左右；含有 10%新生胎牛血清培
养液停止消化，4 ℃温度，1000 rpm的转速，离心 3 min后加培

养皿传代至新的培养皿中。

1.4 细胞转染

分别用阴性对照组 negative control(NC)和 miR-145mimics

干扰组(M)转染两个细胞株。首先在 6孔板中铺 1× 105个细

胞，然后采用转染试剂脂质体 Lipofectamin RNAiMAX(Invitro-

gen)将阴性对照 (negative control) 组和 miR-145 mimics(Gene
Pharma)以 50 nm的浓度导入 769P、786-O 细胞中，转染 48 小

时后收集细胞，提取 RNA进行检测。
1.5 Quantitative real-time PCR(qRT-PCR)检测

使用 Taqman miRNA 试剂盒(Applied Biosystems)定量检

测 miRNA-145，以 RNU6B作为内参基因。使用 Prime-Script
Reverse Transcription System 试剂盒(TAKARA)检测癌基因的

表达，以 GAPDH作为内参基因。
1.6 统计学分析

采用 SPSS17.0统计学软件中两组独立样本 t检验进行统

计分析，以 P<0.05为差异有统计学意义的标准。

2 结果

2.1 miRNA-145在肾癌组织中的表达

通过 qRT-PCR检测 16例肾癌组织及配对正常肾组织标

本中 miRNA-145表达量，结果显示肾癌组织内 miRNA-145的
表达较正常肾组织显著降低(P<0.05)(见表 1，图 1)。

Clinical characteristics case

Age

≤ 60

≥ 60

Sex

female

male

Diameter

<4cm

>4cm

Nuclear grade

1

2

3

Stage of TNM

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

9

7

3

13

5

11

0

13

3

15

1

0

1

2

0

3

3

0

0

0

2

15

1

0

8

5

3

10

2

11

0

13

1

0

0

0

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

Relative expression of miR-145

up down P

表 1 miRNA-145的表达与肾癌患者病理特征及临床分级之间的相关性

Table 1 Correlation of miRNA-145 expression with the pathological characteristics and clinical grading of patients with renal cell carcinoma
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3 讨论

miRNA-145位于人类染色体 5q32-33，在多种肿瘤中呈低

表达。研究发现 miRNA-145的低表达与直肠癌的直径以及部

位以及食管癌的分期均有关 [17,18]。而本研究结果显示

miRNA-145在肾癌组织和细胞中均呈低表达，且与肾癌的直

径、病理核分级及临床分级均呈显著负相关，表明 miRNA-145

的低表达可能在肾癌发生发展过程中也起重要作用。

尽管已有研究报道 miRNA-145具有肿瘤抑制作用，但其

在肿瘤细胞增殖、转移以及侵袭中的机制尚不完全清楚。研究

发现，miRNA-145在膀胱癌中呈低表达，通过靶向作用 FSCN1

抑制肿瘤细胞增殖[8]；在前列腺癌中，miRNA-145 通过相同的
靶点抑制肿瘤细胞增殖、侵袭和转移 [14]；在非小细胞肺癌中，

miRNA-145 通过靶向作用于 c-Myc 抑制肿瘤细胞增殖 [15]。

miRNA-145在肾癌中通过启动子甲基化呈低表达状态，在肾

癌细胞中高表达 miRNA-145显著抑制肿瘤细胞增殖、侵袭能

2.2 miRNA-145的表达与肾癌患者病理特征及临床分级之间

的相关性

如表 1所示，肾癌组织中 miRNA-145的表达水平与肾癌

的直径、病理核分级及临床分级均呈显著负相关(P<0.05)。
2.3 miRNA-145在肾癌细胞株中的表达

如图 2所示，769P、786-O肾癌细胞株中 miRNA-145的表

达量显著低于正常 HK-2肾细胞(P<0.05)。
2.4 miRNA-145过表达对癌基因表达的影响

如图 3所示，在转染 miRNA-145mimics的 769P、786-O细

胞中，其多个癌基因如 bcl2、e2f3、cdk6、ccnd1的表达均较转染

阴性对照 miRNA显著降低(P<0.05)。

图 1 肾癌组织与正常肾组织中 miRNA-145的表达

Fig.1 The relative expression of miRNA-145 in renal cell carcinoma and normal renal tissue

图 2 肾癌细胞株和正常肾细胞中 miRNA-145的表达 (*P<0.05)

Fig.2 The relative expression of miRNA-145 in renal cell carcinoma cell

and normal renal cells(*P<0.05)

图 3 转染 miRNA-145后癌基因的 mRNA的表达(*P<0.05)(A: 769P细胞株各基因的表达情况；B: 786-O细胞株各基因的表达情况)

Fig.3 The expression levels of oncogenes after transfection of miRNA-145 mimics(*P<0.05) (A: the mRNA expression of multiple oncogenes in 769P ;

B: the mRNA expression of multiple oncogenes in 786-O)
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力、并增加顺铂诱导的细胞凋亡，其作用机制可能是通过靶向

结合至 ADAM17、c-Myc等下游基因，抑制其表达[12,16,19]。

凋亡逃逸参与了肿瘤发生发展、耐药等多个病理过程。

Bcl-2蛋白能稳定线粒体膜，抑制细胞色素 c释放，阻止 Apaf1

和 caspase蛋白激活，从而抑制凋亡，在细胞凋亡信号通路中发

挥重要作用[20]。E2f3、cdk6和 ccnd1都是重要的细胞周期调控

因子[21,22]，与肿瘤的增殖、转移和侵袭密切相关。一个 miRNA有

多个下游靶点，而不同的 miRNA可能作用于同一个靶点。Lee

等[23]报道了 miRNA-145的高表达会诱导下调肿瘤转移相关的
基因，包括 ADAM22、SPOCK3、PLAUR、SLC7A5 和 FASCN1。

因此，进一步研究 miRNA-145的下游靶点意义重大。本研究通

过转染 miRNA-145mimics 增加肾癌细胞中 miRNA-145 的表

达后检测到癌基因 bcl2、e2f3、cdk6和 ccnd1基因的 mRNA表

达均有不同程度的抑制，表明 miRNA-145可通过调控多个细
胞凋亡相关的基因及细胞周期调节基因的表达起到抑癌作用，

而 miRNA-145的作用靶点是 bcl2、e2f3、cdk6和 ccnd1其中的

一个还是多个，还需进一步研究。

随着肾癌发生发展分子机制研究的不断进展，其基因治疗

已成为当前临床研究的热点。运用纳米粒子作为载体，将

miRNA-145 mimics/pre-miRNAs 输入肿瘤细胞可能成为肾癌

基因治疗的一条新的线索，但需进一步深入研究。
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